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Einleitung

Die tatsachliche Rolle von Arcobacter (A.) als humanpathogener Erreger ist bislang noch
nicht vollstandig geklart. Daher wurde in dieser Studie das Virulenzpotential von A. butzleri
untersucht. Dazu wurde fur unterschiedliche A. butzleri-Stamme das Vorkommen von
putativen Virulenzgenen, die Induktion von Apoptose sowie die adhasiven und invasiven
Fahigkeiten an verschiedenen Zelllinien bestimmt. Auflerdem wurden die
Aminosauresequenzen von CiaB, CadF und Cj1349 verglichen.

Material und Methoden

Arcobacter butzleri-Stamme

46 Lebensmittel- und Umwelt-Isolate, 5 Human-Isolate (vom NRZ Helicobacter pylori)
sowie die Stamme A. butzleri CCUG 30485 und Campylobacter (C.) jejuni 81-176 wurden
verwendet. Alle Stamme wurden in Brucella Bouillon (Oxoid) oder auf Mueller-Hinton-
(Oxoid) Blut- (MHB) Agarplatten unter mikroaeroben Bedingungen (5 % O,, 10 % CO,) bel
30 °C far A. butzleri bzw. 37 °C fur C. jejuni inkublert.

DNA Extraktion
Bakterielle DNA wurde mit Chelex extrahiert und bei 4 °C gelagert.

Bestimmung der putativen Virulenzgene
Putative Virulenzgene wurden mittels PCR bestimmt (Karadas et al., 2013).

Vergleich der Aminosaure (AS)-sequenzen von CadF, CiaB und Cj1349

Die Gene cj1349, ciaB und cadF wurden sequenziert, mittels EditSeq analysiert (DNASTAR
Lasergene v7) und die AS-Sequenz abgeleitet. Die Aminosaureseguenz-Alignments
wurden mit Multalin v5.4.1 (Corpet, 1988) durchgefinhrt.

HT-29 and HT-29/B6 Zelllinie

Analog dazu wurden die invasiven Eigenschaften der A. butzleri-Stamme (Abb. 2). Nur C1
and CJ zeigten invasive Eigenschaften an allen Zelllinien. Obwohl H3 an allen Zelllinien
adhasiv war, wurden nur an den HT-29/B6- und Caco-2-Zellen auch eine Invasion
beobachtet. Die hochste Invasionsrate wurde fur Caco-2 und HT-29/B6 gefolgt von HT-29
und die niedrigste fur IPEC-J2 bestimmt.
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Abb.2: Invasive Eigenschaften von A. butzleri und C. jejuni 81-176 in unterschiedlichen Zelllinien

Invasion von A. butzleri-Stammen und C. jejuni 81-176 in die Zelllinien A) HT-29, B) HT-29/B6, C) Caco-2 und D)
IPEC-J2 nach 3-stindiger Inkubationszeit gefolgt von einer 2-stindigen Inkubation mit Gentamicin. Die
Invasionsrate entspricht dem Anteil invasiver Zellen an der Infektionsdosis. Dargestellt sind die Mediane = IQR
(n=3). H= Human-Stamm, C= Hahnchen-Stamm, CJ= C. jejuni 81-176.

Vergleich der Aminosauresequenzen von CadF, CiaB und Cj1349

Obwohl die AS-Sequenzen von Cj1349 (Abb. 3A), CadF (Abb. 3B) and CiaB (Abb. 3C)
Substitutionen von 3-5 % zeigten, sind die putativen funktionellen Domanen in allen drei
Genen konserviert. Es zeigte sich keine Korrelation zwischen den Aminosauresequenzen
und den adhasiven bzw. invasiven Phanotypen.
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Adhasions- und Invasions-Versuche

Die Zellen wurden mit ca. 1 x 108 Bakterien von jeweils 3 Human (H)- und 3 Hahnchen (C)- Epitheliale Apoptose

A. butzleri-Isolaten und C. jejuni 81-176 (CJ) inkubiert. Fur die Adhasions-Versuche wurden
die Zellen fur 1 h bei 37 °C inkubiert. FUr die Invasions-Versuche wurden die Zellen fir 3 h
bel 37 °C inkubiert und die extrazellularen Bakterien wahrend einer 2 h Inkubation mit
300 pg/ml Gentamicin abgetotet. Die Adhasions- und Invasionsrate wurde prozentual zum
Inokulum berechnet.

Bestimmung der epithelialen Apoptose
Die Apoptose wurde 48 h nach der Infektion der HT-29/B6-Zellen mittels TUNEL-Farbung
und Fluoreszenz-Mikroskopie bestimmt.

Ergebnisse

Putative Virulenzgene

In allen untersuchten A. butzleri-Stammen wurden die putativen Virulenzgene mviN, cadF,
cj1349, ciaB, tlyA und pldA nachgewiesen.

Adhasive und invasive Eigenschaften von A. butzleri

Die adhasiven Eigenschaften der A. butzleri-Stamme wurden an 4 verschiedenen Zelllinien
getestet (Abb. 1 A-D). Die A. butzleri-Stamme wurden anhand ihres Virulenz-Genprofils
ausgewahlt (Abb. 1 E). Die Stamme H2 and C3 zeigten keine oder nur eine minimale
Fahigkeit zur Adhasion an den Zelllinien. Alle weiteren Stamme zeigten adhéasive
Eigenschaften an allen Zelllinien, aul3er der Stamm H1, der an IPEC-J2-Zellen nicht
adharent war. Die hochste Adhasionsrate wurde fur die humane Zelllinie Caco-2 und die
niedrigste fur die porzine Zelllinie IPEC-J2 beobachtet.
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Abb.1: Adhéasive Fahigkeiten von A. butzleri und C. jejuni 81-176 an verschiedenen Zelllinien

Adhasion von A. butzleri-Stammen und C. jejuni 81-176 an den Zelllinien A) HT-29, B) HT-29/B6, C) Caco-2 und D)
IPEC-J2 nach 1-stindiger Inkubationszeit. Die Adhasionsrate entspricht dem Anteil adhéarierter Zellen an der
Infektionsdosis. Dargestellt sind die Mediane = IQR (n=3). E: Putatives Virulenz-Genprofil der A. butzleri-Isolate. H=
Human-Stamm, C= Hahnchen-Stamm, CJ= C. jejuni 81-176

Alle A. butzleri-Stamme induzierten in HT-29/B6-Zellmonolayern Apoptose, die im Vergleich
zur Kontrolle signifikant ernoht war (p< 0.05). Die hochste Apoptoserate wurde durch den
Stamm H2 induziert (Abb. 4A and 4B).
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Abb. 4: Induktion von epithelialer Apoptose durch A. butzleri

Die Quantifizierung der Apoptoserate in A. butzleri-infizierten HT-29/B6-Monolayer (A) und Beispiel-Aufnahmen von
HT-29/B6 Zellen, infiziert mit dem Stamm H2 (B). Die Apoptoserate entspricht dem Antell toter Zellen an allen Zellen
bestimmt. Dargestellt sind die die Mediane = IQR (n = 3), (p <0,05), H = Human-Stamm, C = Hahnchen-Stamm, CJ
= C. jejuni 81-176.

Zusammenfassung

Die putativen Virulenzgene mviN, cadF, cj1349, ciaB, tlyA und pldA konnten in allen 52
untersuchten A. butzleri-Stammen nachgewiesen werden. Wir konnten zeigen, dass
A. butzleri Virulenzpotential besitzt, jedoch hangen die adhasiven und invasiven
Eigenschaften von A. butzleri von dem verwendeten Bakterienstamm und der Zelllinie ab.
Fur die humanen Kolon-Zelllinien konnten hohere Adhasions- und Invasionsraten als fr die
porzine jejunale Zelllinie ermittelt werden. Weder das putative Virulenz-Genprofil noch die
Aminosauren-Sequenzen von Cj1349, CadF und CiaB konnten die unterschiedlichen
Phanotypen erklaren. Die Beteiligung von anderen Genen und die Mechanismen, die dem
hier beschriebenen pathogenen Potential zugrunde liegen, miuissen In folgenden
Untersuchungen ermittelt werden.
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